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FIG. 1C PART TWO: DEJECTION REACTION 



11 0" D y *i H » O 'fin . US W £* 



cd 



^" n t 



5^ <=> 
w w pa 



|> CD 

srs oo 

CM CM cm 



cd 

t/> 

CO CO CO 



CD 
CO 
CO 



C-3 
CD 

<x 

CD 
CD 

<c 

CD 
CJ> 
CD 
CO 

cd 



CD 
CD 



CD 
, CD 
fr— 
CD 
CD 
CD 
CD 
CD 
CD 
CD 



CD 
CD 



CD 
CD 
CD 
CD 



CD 
CD 



CD 
CD 
CD 
CD 
X 
X 
CD 





3— - 








f ^ 




CD 




CD 




CD 




«^ 








CD 




1 • 




CD 




CD 




CD 




CD 




CD 




cq£ 




CD 




C3 




I- . 


m 


CD 


m 


CD 


. 


CD 




CD 




*cx 




<x 




CD 




CD 




CD 




CD 




CD 




CD 




CD 




CD 




CD 




«x 


* 


CD 




CD 








CD 




CD 








CD 


m 


fr— 


a. 


CD 




CD 




CD 




CD 




CD 












CD 




fr— 


CD 


CD 




CD 




CD 
CD 




CD 








fr— 




CD 




fr— 




fr— 




CD 




CD 








CD 


CD 


CD 




CD 




CD 







CD 
CD 
CD 
CD 



CD 
CD 



CD 
CD 



CD 
CD 
CD 
CD 
X 



CD 
CD 
CD 
CD 
CD 
«=C 
CD 
CD 



CD 



CD 
CD 

CD 



CD 
CD 
fr— 
CD 
CD 
CD 



CD 
CD 
CD 
CD 



• 


CO 


• 




- 


fr— 


- 


»— 


• 


CJ> 


■ 


<r 


• 


CD 


» 


CD 


• 


«x 


• 


CD 


* 


CD 


• 


CD 


* 


CD 


- 


CD 


• 


CD 


• 


«=C 


• 


CD 


• 


CD 


• 
■ 


CD 
CD 


fr»~ 


CD 


CD 


CD 




CD 




CD 


Cj 


CD 




CD 


• 


CD 


* 


CD 




CD 




CD 


* 


CD 


• 


CD 


•— 


«=X 


• 


<x 


- 


CD 


* 


«=c 


* 


1 — 


• 


CD 




CD 


* 


CD 


* 


CD 


• 


«=t 


• 


CD 


• 


CD 


* 








* 


CD 


■ 


CD 


* 


CD 








«=c 




CD 




CD 




«=c 




CD 




CD 




CD 




CD 




CD 








1 — 




CD 




CD 




fr— 




CD 




CD 




CD 




CD 




CD 




CD 



CD 
CD 
CD 
CD 
CD 



CD 
CD 

<=c 

CD 
CD 
fr— 

CD 
CD 
CD 
CD 
CD 



CD 

CD 
CD 
CD 

CD 
CD 
fr— 
CD 
CD 



CD 

CD 
CD 

CD 
CD 

CD 
CD 
<DX 



CD 
CD 
CD 
CD 



CD 
CD 
«=C 
CD 
CD 
CD 
CD 
CD 



— CM CQ 



2 QQQ 



fr-HK- Ac Jz&t: 5= 
o.n.A. cd jr ir E: s 



■ «M H4 H| 

CO www 
« uuu 



Se: 



, 1, 131 J ' 7' S 33 » 1 # S> 5 . G 2 




\ L 0 Tli y H ■ j£ ht Fs » I j JL E 











_ CD 




«Cf CD 




XT .— CD 




^J" "— CD 








CO 


CO CD 




i/> i/y co 




CM CM CO 




CO CO CD 














Sif S^f 




co c*> cr> 




5-2 £2 
























CD 


... 


CD 






CD 


• 


CD 


• 


• 


ct 


a CD 


co 


* 


CD 






•rt 


CD 


CD 


• 


• 


CO 




cx 


... 


CD 






CD 


. . cx 




• * 


• 


CD 


CD . . 


CD 




cx 






CD 


. t— 


CD 


a t— 


- 


CO 


a CX a 


CD 


CD 








X 


CD CX fr— 


CD 


. CD 


• 


CD 




CD 


. *x . 


CD 






X 


1— CX CD 


fr— 


• 




CD 


. . fr— 


CD 


... 


CD 






X 


CD CX CD 


CD 


• 


* 


• — 




CD 


. CX 


CD 






1 — 


- 


CD 


• — 


• 


CD 


! ! CO 


CD 




CD 






CD 


... 


CD 


CD 




CD 




CD 




CD 






CD 




CD 


CD 




CC 




CD 


. CD . 


CD 






«=x 


. CO 


CD 


- 


• 


CD 


a 


1 — 


CD . . 


CO 




. CD 


cX 


• * 


CD 


- 


a 


CD 


... 


X 


CD |— CD 


CD 






CD 


CD - - 


fr— 


■ 


• 




a a a 


CD 


• • 


CD 






X 


CD CX CD 


fr— 


. . < 




CO 


a a a 


* — 


. . . 


CD 






CD 


CD „ . 


1— 


• 


• 


CO 


a 


CD 


* • • 






m . 


CD 


. | 


CD 


• • 




CO 


a a • 


CD 


* * ■ 


CD 






1 — 


. - cX 


CD 


. CD 




K~ 


a . . 


«=t 


CD . . 


CD 






fr— 


. . CD 


CD 






X 


CD CO |— 


CD 


... 


CD 






CD 


... 


CO 




- 


1 — 


■ a 


X 


fr— CD CX 


CD 






fr— 


... 


CD 




a 


CO 


»— 


1 — 


• 


CD 






CD 


• • • 


«x 


CD 


a 


CO 




CO 


... 


CX 






CD 


.CD 


cX 


• 


* 


CO 


a a a 


CD 


. . CD 


CD 






CD 


... 


CD 


• • 


cX 


CD 


a a 


CD 


• • < 


CD 






CX 


. CD . 


cX 




• 


CD 


• a, • 


CD 


• • • 


CD 






CD 


... 


CD 






CX 


CD 


CD 


**aaC 


CD 






CX 


• • • 


CD 






CD 


cX . . 


«=C 




CD 






CD 


* • « 


1 






CO 




CD 


• * » 


CD 






CD 


. . CD 


CD 






fr— 




CD 


• a a 


oc 






CD 




CD 






CO 




CD 


• « * 


CD 








\ CD 


CX 


■ 


• 


CD 


fr— 


CX 


. CD 


CD 






X 


fr— CD CD 


CD 


• 




cx 




CD 


* » 


CX 










CD 


• 


CO 


1 — 




t-~ 


. . CD 


CD 






CD 




*-X 


CD 


• 


CD 


... 


CD 


. . 1— 


CX 






CD 


• 


CD 


• CD 


• 


CO 


a a • 


CD 




CX 






t— 


CD ♦ - 


CD 


• • 


• 


CO 


a . » 


CD 


... 


CD 






CD 


CD . . 


cX 


• • 




CD 


a 


CD 


• • * 


CD 






CD 


... 


t — 


• 






• a 


CD 




1 — 






CD 


... 


t . 


• 


CO 


CD 


• a> . 


*— 




CD 


fr— 


CD 




fr— 


■ • 


• 


CO 


a a - 


fr— 


CD . . 


CD 






CD 


... 


CD 


• • 


- 


CX 




1 — 


. . CD 


CD 






CD 


... 


CD 






CD 


. - . 




... 


CD 






CD 


. CX 


CD 


• • 


- 


CD 


a 


CD 


. 


cX 






CD 


. . CD 


fr— 


« a 


a 


fr— 


• * a 


CD 


. CD 


CD 






«X 


• 


fr— 




a 


CD 


... 


CD 


CD 


CD 






CD 


. CD 


fr— 


• 


- 


CD 


CO . 


CD 


«=C . . 








CD 


• CD 


CD 


• • 


• 


CD 


a • a 


CD 


. . CD 


CD 






CD 


. . CD 


CD 


. CD 




CO 


a - a 


»— 




CD 






CD 


• * • 


1 — 


- 


« 


X 


CO CO CX 


CD 


• • • 


1 — 






CD 


. . CD 


CO 






i . 




CD 


... 


CD 






CD 


... 


CD 


. CD 




CD 


a • a 


cx 


... 


CD 






CD 


# * • 


CD 






CD 


a 


CD 




<X 






X 


CD i— « CD 


cC 


. CD 




CD 


a 


CD 


cX - . 


1 — 






CX 




CD 


a ct 




CD 




CX 




CD 






CD 




cX 






CD 




«=c 




CD 






CD 




CD 






CO 




CD 




CD 






cc 




CD 


. cX 




CX 




CD 




CD 




. CD 


CD 




cX 






CD 




CD 










CD 




CD 






CD 




CD 


• CD ' 


CD 






CD 




CD 


. <X 




CD 




1 — 




CD 






cX 




CD 






CD 




CD 




1 — 






CD 




CD 






cX 




CD 


fr— - - 


CD 






CD 




CD 






CD 








CD 






fr— 




CX 






CD 




CD 


• c£ ! 


fr— 






CD 




CD 


I cX 




l — 




X 


o ceo 


«=r 






CX 








CO 






CD 




CD 






CD 




• — 






CO 


a CD . 


CD 




CD 






CD 




CO 






cX 


. CD a 


CD 




CD 






CD 




CO 


CD 




CO 




CD 




CD 






CD 




CD 






CO 




CD 




cc 






CD 


CD I 


CD 


cx 




CO 






c/a co co oo 




D O ~7 "-i-'l'S i?:. 1-3 .,,13 & I'S'G £* 



til 

CM 

O 









CO 




2 Q 0 




s: E- g 


4 








CO CO 












c*». *** 










TJ" ^3- 




LO t/l LO 




to CO CO 




CO CO CO 










^— ^— 
























CO 


- 






CO 




o 


• 


• 




* 




- 


• — 


. CO 


CD 


... 


CD 


CO 


• 


CD 


- 


«=t 


• • V 


CD 


• • « 


CD 


... 


1 — 




• 


cd 


.CO 


<x 


... 


<X 


... 


CD 


. CO 


CD 




• 


en 


• 


CO 


• CD 


CO 




CO 


... 


CO 






co 


• 


CD 


... 


CD 


. . CO 


CC 


... 


«x 






co 


• • . 


CD 




•— 




CD 


... 


<£ 






CD 


- 


X 


CO CD «3C 


CO 




CD 


. *x . 


CO 






■ — 


- 


CO 


... 


CO 




cX 


... 


CO 






CO 


♦ 






1 — 




CO 


. . CD 


CO 








- 


CO 




«x 


• 


CO 


• 


CO 


H— 


• 


«=* 


♦ 


«x 


• 


CD 


. CO 


CO 


• 


*x 




« 


CD 






* 




. CD 


CO 


... 


CD 








* ♦ 


CD 




«x 


• CO 


*x 


... 


CO 






CO 


* 




- 


CD 


. CO 


CO 


... 


CO 






CD 


• • 


CD 


- CO 


«X 


... 


CO 


... 


• — 






«3C 


* 


CD 




CD 


• 




- 


CD 




• 


«=X 


- 


CO 


... 


CD 


... 


CD 




CD 




■ 


CJ> 




■ac 


... 


1 — 




CO 


. CD 


cX 




• 






CD 




CD 


... 




... 


H- 




CO 










CO 


... 


CO 


• • 


CD 




CO 




• 




• • m 




• » ♦ 


CO 


• « 


«=t 




1 — 


CD 


• ■ ■ 


CO 


• • CD 




... 


X 


d CO CD 


»— 






CJD 


• • « 


CD 


• 


CO 


... 


CD 




1 — 






CD 


• • * 


CD 


* 


CO 


* * • 


X 


CD CO «=t 


CO 






<X. 


mm* 


CO 


• CD 


CO 




CO 


. 


CD 






C3 


• * - 


1 — 


- - - 


CO 




CO 


m 


CD 






CO 




«=c 






• 


CD 


. CO 


CC 






CD 


• • * 


CO 


m • . 


CO 


• 


•— 


« * . 


CO 






CD 


« « • 


CO 


- - • 


CO 


• 


CO 




CD 






CD 


. CO 


CD 


4 * • 


CO 


* • • 


CO 


... 


CD 






CD 


• 


CO 


• #■» 


CD 


... 


CO 


* * * 


CD 






CD 


* 


CO 


... 


CD 


... 


CO 


. • . 


CO 






CD 


- 


CO 


... 


«x 


• * 


CO 


« ♦ . 


«=x 






1 — 






• CD • 


CD 


• m • 




... 


CO 






CO 






... 


X 


CO «=C CD 


CD 


• . . 


CO 






CO 


• 


CO 


... 


CD 


... 


X 


*— ** CD 


CD 






CD 


- 


CD 


.CO 


CO 




*— 




CD 




CO 


CO 




CD 




X 


CO CO cX 


■=c 


- . CD 


CO 






CO 


* 


CD 






... 


CO 


... 


«x 






t— 


« , 


X 


<t CD 


CO 


... 






CD 






1 — 


• 


1 — 


... 


CO 






• 


CD 






CO 


• 


CO 


• 


CO 


... 


CO 


... 


CD 






1 — 


... 


CD 




CD 


... 


CO 




CO 






CD 


• 


«=t 




CD 




<x 


... 


CO 






CD 




CD 


... 






CO 


• • 


«=c 






«=c 


• 


CO 




CD 


... 




CD . . 


CD 






CD 


... 


«=c 




CD 




«=< 


... 


<* 






CD 


CO 


CD 


• 


»— 


... 


CD 




CO 






«X 


CO 




. . . 


CO 


... 


*X 


... 


CO 






CD 


- 






C3 


CO . 


«ac 


... 


«x 






CD 


• « . 


*— 


m . 


»— 


... 


CO 


CD . . 


«=c 






*X 


• 


CO 


- 


CD 




•— 




CO 














CO 




CO 




1 — 






CO 




CO 




CO 




CD 




1 — 






• — 




CD 




CD 








CD 






CO 








CO 








CD 






CO 


- CD 1 


CD 




CO 




CO 




CO 






C3 




CD 




CD 




CD 




CD 






CO 




CD 




CO 








CD 






CO 




«=c 


* CO '. 


CD 




CO 




CX 






CD 


co i ; 




. CD 


CC 








CO 






CO 


CD . m 


« 




CO 




CO 




*x 






CO 


• CD 


CD 




CD 




CD 




CO 






I — 




CD 




«c 




«=c 




CO 








I CD ! 






CO 




CD 




»— » 






CD 




CO 




CO 




CD 




CO 






«=t 




CD 








CD 




CO 




! CD 


CD 




<x 




CO 




CO 




CD 






CD 




CO 




CD 




CO 




CO 







<M C-1 



« «C mxX, 



co cn co 



i to ifi 



— w 

rl ^ CM 
OO CO GO 



^3" — CD 
OO OO CD 



_ co 
uo co 
cr> oo oo 



^ ^- <=> 

CVI CM CO 



00° 

OJ CM CVI 



G 

LL 



CD 
CO 
CO 
»— 
X 
CO 



CO 
CO 

o 

CO 
CO 

CO 



CO 
CO 
CO 
CO 
CO 
CO 
CO 
CO 
CO 
CO 



CO 
CO 



CO 
CO 
CO 
CO 
CO 

CO 
X 
CO 



CO 
CO 
CO 
CO 



CO 
CO 
CO 



CO 



CO 

«o5 



CO 



CO 

«* 

CO 



CO 
CO 
CO 
CO 
CO 



CO 
CO 

CO 
CO 
CO 



CO 
CO 



CO 
CO 
CO 

CO 
CO 



CO 

<x 

CO 
CO 
CO 



CO 
CO 



CO 
CO 
CO 
CO 

f— 

CO 
CO 



CO 
CO 



CO 
CO 
CO 
CO 

CD 
CO 
CO 



CO 
CO 



CO 
CO 



CO 

Co 
CO 
CO 



CO 
CO 



CO 
CO 



CO 
CO 
CO 

«=r 

CO 
CO 
CO 
CO 
ct 
CO 
CO 

*=c 

CO 
CO 



CO 
CO 



CO 
CO 



CO 


• * 


CO 


m 


- «=c 


CO 


... 


ct 


m 




CO 


CO - . 


CO 






CO 


■ m m 


CO 


( — 




1 — 




t — 






CO 




1 — 










CO 
















CO 










CO 




CO 






CO 




CO 






CO 




CO 






e£ 




CO 






1 — 




«x 






CO 




CO 






1 — 


11! 






- cX 


CO 


- 


»— 






CO 


- CO 








I — 




CO 




* 


CO 










CO 


1 CO 








CO 




CO 






CO 


* 


CO 






CO 


• « « 


CO 






»— 


• 


CO 


1 






• m * 


1 


<x 




CO 


. . . 


CO 


CO 


- • 


ex 




CO 


CO 




c£ 


• . • 


CO 






CO 


. . CO 


CO 






•— 


« • . 


CO 




• • 


<x 


. . CO 


«=c 






CO 


- - CO 


CO 






CO 


• 


CO 






<x 


• « • 


«x 






CO 


• 


CO 






«x 


- 


CO 






«X 


• • 








CO 


• • • 


f— 




• 


CO 




CO 


t— 


. m 


CO 




CO 




m 


CO 




CO 






CO 


- 


CO 




_ 


CO 


• • 


1 — 






CO 




<x 






CO 


... 


CO 






CO 




CO 






CO 




CO 






CO 




1 — 






CO 

CO 




1 — 

CO 










CO 






•X 




<t 






CO 




CO 










CO 






CO 




<x 




co i 


CO 




CO 




CO 


CO 




CO 






CO 




CO 






CO 










«=c 




CO 






CO 










CO 


- cx 


CO 










CO 




1 CO 


CO 




CO 






CO 


. CO 


CO 




1 <t 


CO 


. CO 


CO 




- »— 


CO 




«=c 






CO 


1 <x 1 


CO 










CO 









1— 1 


r*-i 


f—1 






CM OO 




CO 


ca 


CO 










2 


5 


s 


CO 










CO 




CO 




Ul 






ui 


CO 


CA 


CO 


CO 


i — 1 


L-J 


l_i 


1—1 


>- 










CO 








«c 






oc 


>— 


H- 




CP 


0. 


0. 




— > 


«c 


«x 








x 








ca 





t— I— t— OC 

Q- CV. O- CO Ou ex. ex. 

«< «« «c "2 « <x «x 



11 0 0'7 H ' 15 'Et B » a! $b 3.. HTu E 




"I O D r c fr 3- B «" II fe ;.l 2:13 2 




.1 O D7 *Fi'EB . D S» 2L 'EnOsi 




ill 
SEE 



LI, O il 7 H 3 E B . Q & .1, 5Ef 



5^3 



1§1 



CD ts. O 
CO CO CO 

to to CO 



tVJ W CO 

' CO CO'' CO 



2 
£ 

UJ 

CO 



o 


• 


CO 












C3C 








• 




u_ 




CO 


• 


OC 






UJ 


>~ 


• 


sc 


... 


o_ 




• 


CO 


oc 


... 


— t 










CO 


UJ 


• 


2C 




c* 


— . 


• 


CO 


— 




u_ 








- 


— * 


u. 




o_ 


• 


X 


CD 


«X CO 




«=x 






... 


oc 






ct . . 




CO . . 


CO 








• 


— 1 


oc 


... 




. . • 


Ou 




- 


at2» 


UJ 








n 






oc . . 


UJ 




oc 












>- 


... 


u_ 


• 






■ 


UJ 






^» 








• 






- 


UJ 
UJ 




LKN 


CO 


- 


CO 

>- \ . 




. CO 

. 


— -J 










CO . . 


CO 


• CO • 


oc 


. CO 


• 






. — 1 


CO 


... 


If 


«t . . 








. > 


—J 




UJ 


• . • 


UJ 

OC 




• a 


J 


* oc 
zsz 


• • ■ 

• • 


UJ 


. *x - 








>< 

t-c . . 

CO . . 






«X 


. UJ 








CO 


mm* 


o» 


• — j 






. a 




• - • 


Ul 


• • « 


~"~ 






UJ - * 


a: co 




_J 








oc 


UJ . 


>- 




CO 








CO 


«=c . . 






— 1 


- • 






w m 




• 




*X 








. m 


u- . 


CO 


. * ! 


CO 


oc 






. m 


. . 


u. 


• • 


— # 












• IE 


... 


>— 


• 


*=C 






oc . . 


• , 








UJ 




a 


- 








. . . 








oc . . 


:»c 


• * • 












a • 




• • • 












CO . . 




• « . 


OC 




UJ 






—J . 


oc 


... 


to 


; ; ; 








o_ . 


oc 

-H 




»— 




«=c 






oc . . 


_ J 














o» * 




... 




• • • 


CO 




' 




CO 












~ : : 




; • * 


zxz 


• OC a 


CO 




a 


sc * • 


ct 


. CO 












CO 


UJ 








^ 






—J . 










CO 










. CO ! 


















CO 










I CO 








UJ 






CO 11 


: | 








1 




































CO 




















UJ 










CO I \ 






X 


OCujX 








. . 






>- 




—J 




















. . oc 










—J 




























— * 


: :^ 










oc 






IX. 












UJ 












UJ 




UJ 












CO 




CO 

UJ 




oc 








u_ 





































r-i r*» r— i r— i 

CO in CO 

s sss 

2 sss 

I III 

I ill 



HI I III 



ill I Hi 
1 



jlot2 y^s^m « de» isoe 




,1. 0 O "7 :B ''I : ~; ; :S E: IB «, f J fe. J . H-y Ei: 



U O 





ft &™ t>pw W 



,! CP" ifl 7" *K15 rci B » O fa X E2 Q E; 



DNAP T S 




FIG. 8 



1 01X7' H-3 'iETS »Tj &• jL'E: O E 



1 

DNAP-T: - 
MgCij>: ♦ 

dNTPs : + 
Primers : + 



2 3 4 5 6 

+ 4- + + ♦ 

MM ^ ^ 

■♦»*< 

4* 4* 



C: 0 37 55 72 









■ 


■ 




I 




FIG. 9A 



FIG. 9B 



!i"D O 7 s " * 1 - "3 ¥.2: H „ 'O fo XE TO 



Ml 



M 0 :) r. i 



■ P<*sM£R 



S 10 M M D 5 10 20 40 80 M 




WWW 



FIG. 10A 



FIG. 100 



,113 5J -^TSli: B „' ID siv It, S: O Eh 



DNAP 



: - PhtT&Q Tfl Tth TV ~ Tjag> t JM* tn 



Uncut** 



25 ah. 

21 1 













-«*2t 












*«GCfNMP8 


FIG. 11 A 


FIG. 11 B 





FIG. 12A 



27 nt 



A ' Substrate DNA (206 nt) 

^CAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCT 
^KofSJ CG A T A CT GGT A CT A A T G 

\ ^ 19-12 



85 nt 

, substrate DNA (206 nt) 

' r GC A T GCCT GCA GGTCGA CT CT A GA GGA T CCC 
CGT A CGGA CGT CCA GCT GA G A T CT CCT A GG 

Jf 30-12 

\ O 



",i Oil 7 H'3 E: 73 « O i* .1.12: 0'E: 



15 nt Substrate RNA (46 nt) 



A A GCUUGCA UGCCUGCA GGUCGA CUCU AGAGGA UCCCC 3" 
3' CGT A CGGA CGT CC A GCT GA GA T CT CCT A GG 5' 

30-0 



FIG. 13A 



XDD7 HiCSi2HB . OE*. J^ufe 



KCI: 

0* 



aigo: 19 30 - 19 30 - 1930 - 19 30 ~ 



50 



75 



50 



75 



50 




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

FIG, 12B 



DNAP: 
30-0 : 




-*15 



FIG. 138 



JL oIj 7"^4 : Sif ?8 * Tj fe i, E: II 




1 0 Q T ,3'iE: B «. 11 ft. Xi* 13 2 



111 
CO 




1 2 3 4 5 6 7 




UNCLEAVED SUBSTRATE 



A - Jyft A A CLEAVED SUBSTRATE 

+ - - + ONTPs 

r: ir v + + PRIMER 

RQ 17 i 1 1 i 

Tag 4e 5b ENZYME 



.1, DID ?" 3i 4 ; '51?fB „,"0 ISGii 



UNINCORPORATED^ 
32pcsCTF 



• I MM! 



INCORPORATED 
3? p dCMP 



ENZYME Taq faq 4b 4c 4d 4e 4f 

PRIMED M13 - + + + + + + + 



FIG. 18 



a, o o v h^wh » -u rso'ii 



(32p) 




Sites of Cleavage 
with a 
gap of 6 nt. 

60% 



GATTTAGGTGACACTATAG ^° CGGAAT 



C 

CTTAAGCTAAATCCACTGTGATATCTTATGTGCCTTA G 
3 A 



FIG. 19A 



;.I G 3X7 H 3 T£ "B « D ft* 3L : Ei O *£ 



u 4(f 

NO 
POL 
! ACTIVITY 



*4b° 

2 PT. 
MUTATION 
SMALL 
ACTIVITY 

5 6 
- + 



UNMODIFIED 
ONAPTaq 

7 8 



dNTP 



< HAIRPIN TEST MODULE 

4|jfe CONVERSION TO DOUBLE STRANDED 

^ ( COMPLETE EXTENSION OF PRIMER) 




3L£jO"7" ^"SSBi n O i* .1. i£Ql£ 




7 *1 3 IE: B n 1'J & i H LT£2 



00 r, 



Co 

2 co 



S . cl S <o--co 

<o 

<o Co 



Is 



3 



o 



.co- 
co 

Co-- 

s 



s 

CO 

5 

CO 

Co 
<o 
-co 
<o 

s 

co 
CO 

5 

Co 



CO 
I 



co 



--5 

co <o 

C0-<0 
Co Co 
CO Co 

Co CO 

Co CO 

GO 
cojco 



5 



co -co 

co co 
^ 

<o co 
Co--co 
CO Co 

CO Co 
<o CO 

Co <0 

co Co 

• — ■ *^ 

Co Co 
Co - 5 

Co CO 

Co ■ Co 

CO CO 
Co Co 

CO - CO C5 

CO co i 
CO co £ 

co Co V 
50 co 

CO CO 

' — ■ 

Co Co 
CO co 

CO Co 

coJ-co 



CO 



V — 

5 
5 

CO 
CO 
CO 
CO 



Co 



05 

'if 

CO 
CO 



L 



N 



2 

5 

CO 
Co 
CO 



CO 



CO 



^co 



h — ■ 



Co 



L 



co 

CO 



ex. Co 

* st 

Co 

Co 



o co, 

_ Co- - 

O ^C- -CO 
f C3 ^ Co 



«*0_™- 



s 

CO 

t — 
CO 

co 



c\i 
C3 

5: 



op 



CO 



I — _ 
co 9 

CO I 
CO 

co ?o 

CO 

I— "t- 

CO 

co rT 



CO 



s 

5+ 



CO 

I 

3 



CO 

£2 



CO 



CO 

CO 
CO 

s 

CO 



coL_co_Qc 



« CN 



c^^ 



:1 o"OT* T W3> '££ S * D fe X £* S3 iS 



W/?(?E7 NUCLEIC ACID (206 nt) 3' 



85 nt 




1 

cleavage 
site 

^[TARGET NUCLEIC ACID (206 nt) 3 ' 
>3j* P i i i i i i i i i i i i i i i i i ~~ *" 

PILOT OLIGONUCLEOTIDE 



85 nt 



I 

cleavage 
site 

' TARGET NUCLEIC ACID (206 nt) 3' 
, i j i i i i i i i i i i i i i i 1 1 *~ 
3 5' 

PILOT OLIGONUCLEOTIDE 



FIG. 22 A 



_J JI HI IV V 1[ Vi 

1 T 2 3"l 2 ? 1 1 2 3"1 2 3"1 2 3' 1 TTTTTT 



85- 



206 



FIG. 22B 



' Jh XI O "7 'WZr iriiffS . i i2 D H 



CDR BEAO T T TA/TA/TA ft A 

PILOT + - + + 

CUEAVA5E MM-+++ + + + ~ MM 



taa ***** 

24nt MARKER 



20nt MARKER 



FIG. 24 



1 2 3 4 5 6 7 8 



206 
85 



27 
24 



L 



JL 



ENZYME:- DNAPTaq dTaq 



ID Ij "7 * I -3 'iB'S ■„ 11 Sis It HV€ 3 £2: 



a 7 b 



27 
24 



RG. 25A 



FIG. 2SB 



FIG. 26A 



208 



i i i i i i i i t i i i i i t t 



FIG. 26B 



= 32p 




FIG. 27 



5' J' 

¥ i i i i i i i i*i 

PLASMID TARGET 



* = 32 p 5 * TERMINAL PHOSPHATE 



FIG. 28 A 




FIG. 28B 



JL \& O y 3 "E: 13 . 0 £* 112 O H 



IjO 



CO 



A- 



CQ 
O 

a. 



x < 



cr> 

CM 

d 

UL 



> >- 



U_l ^ 

OC LU 
—J 
I — CJ) 



CO 



CO 
I 

C/3 



< 

(3 < 
I < 

0- o 

1 < 

I < 

O — CD 

cd-o 

0- O 

1 < 

O — CD 

V> } --< 

CD — O CD co 

^ I < I— 

w O-O O 

C CD-O CD 

^ O-CD O 

o 6 » — O £ 

A? V \ 
A? - \ 

a? 



,tL OH "7 ' tc i 3 S: h * O €* 11 £* O'S 



DC 
O 



LO 



CD - 
co<? = 

< - 

< - 
cd - 
o - 

CD - 

< - 

< - 



o 
o 



o 

CD 
O 



ID 
CD 

o 



< 
< 



Ct O- 



< 
< 

8 

< 
< 

. s 

m < 



co CD 

< 
CD 
O 
CD 
CD 
O 
O 
CD 



O 
h- 
I— 

o 
o 
o 



I— Q 

O ID 



s 



b 

CD 
O 

O \— 

O 5 

t— £ 

o ^ 

CD 

O 

8 

- CD 
• O 



< 

CM 

o CO 



CO 



3 



:8 

- o 

- H 

= 8 



- h- 



CD 

CM 
CO 



8 i d 



o 

CO 




CO 



X u ? j / *4- ,.i x* H ™ o ft- .'i it* I J c: 




FIG. 33 



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 




FIG. 36 




FIG. 37 




FIG, 38 



JlIji I j '7' H-3 2 B M 13 £* X fi 13 in::: 



55°C 60°C 
12 3 4 




FIG. 39 



;LTjO~ ? '"H-31EB k o J,, i^: 13 'El: 



mi 



lif*^!nnimtii 

ELEVATED 
CLEAVAGE AGENT 



| ELEVATED °C 



-< 

5" 



V 



CLEAVAGE SITE 



1 1 1 1 1 1 ii 1 1 1 1 1 1 1 1 1 



FIG. 40A 



I 



I I I I I I I I I 



UPSTREAM OLIGONUCLEOTIDE 
CLEAVAGE AGENT 



^/CLEAVAGE SITE 



1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 



FIG. 40B 



o 



CO 

o 



i O O T Tl 4\3 „ "D £* 3, S O E: 



on 




g 

li- 



en 



II ID D "F *1 ■ j5 £ Fi; « O lib IL : E: O E: 




FIG. 42 



jl O ii "7' 'H -IS TE B ffi O ifo i «2'G £5 




FIG. 43 




FIG. 44 



,1. "O O ~7 Tt li"3 £•* -B .„ « J S> :I„ "££"0 S: 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 




FIG. 45 




FIG. 46 




FIG. 47 




FIG. 48 



3L o D y 31?: » w O ib 1 E O £ 



1 2 3 4 5 6 7 8 




FIG* 49 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 




FIG. 50 




FIG. 51 



12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 




FIG*. 52 



J.. O W7 *1 3 S H - O £» :iTE: OS 




FIG. 53B 



500 



— CLEAVASE AG ' 

5 10 50 100 



10 50 100 



•~ ENZYME 

- TARGET (frnol) 

-RNA 






ffill - ; :^r 
118 



1 



- ; - • J 

2 3 4 5 6 7 $ 9 10 11 12 



■ PR05£ 



- PRODUCT 



FIG- 54 




FIG. 55 



A D 'D y ** -3 52 T3. . ' o fc. A IE: tjfi 



70 7'Gdp 74 74dp 75 75dp 76 76dp 



SAMPLE 

LOADING 

POSITION 



FIG- 59 



3L D U "T 1 ^13 E:: B « 11 fa X'Ei: 0 12: 



CD 




< 
o 

CD 
Li- 



no 

4 



50 55 60 65 - 




FIG. 60B 




FIG. 61 




FIG. 62 




PRIMER - + C T A G 



0 




1 2 3 4 5 6 

FIG. 64 




,1, 0 O /' ? -FJ5 E: B .FiD B :t. 12 G 



5' 
3' 



AGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGG 
CGGCCGCTTGCACCGCTCTTTCCTTCCCTTCTTTCGCTTTCC 



3 ' 
5 ' 



<*Y 



5' GCCGGCGAACGTGGCG AGAAAGGA AGGGAAGAAAGCGAAAGG 3 
3' CGGCCGCTTGCACCGCTCTTTCCTTCCCTTCTTTCGCTTTCC 5 



5' 
3' 



5' 
3" 



FIG. 65A 



Oj^ Y 

^ AAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGG 3 ' 
CGGCCGCTTGCACCGCTCTTTCCTTCCCTTCTTTCGCTTTCC 5 ' 



c 



GCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAA GGGAAGAAAGCGAAAGG 3' 
CGGCCGCTTGCACCGCTCTTTCCTTCCCTTCTTTCGCTTTCC 5 'J 



FIG. 65B 



5" 

3' 



C *G Y 

^(TGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGG 3 ,— | 

CGGCCGCTTGCACCGCTCTTTCCTTCCCTTCTTTCGCTTTCC 5 ' 



5' GCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGA' A'GGGAAGAAAGCGAAAGG 3 
3" CGGCCGCTTGCACCGCTCTTTCCTTCCCTTCTTTCGCTTTCC 5 



FIG. 65C 



5' "^CAGGGAAGAAAGCGAAAGG 3* 

3' CGGCCGCTTGCACCGCTCTTTCCTTCCCTTCTTTCGCTTTCC 5' 



~Yg 



5' gccggcgaacgtggcgagaaaggaa gggaagaaagcgaaagg 3* 

3' CGGCCGCTTGCACCGCTCTTTCCTTCCCTTCTTTCGCTTTCC 5' J 



FIG. 65D 



JL D D T Hi -3 £2: IS Ts B 3. E O a S 



0 Et 
Br I 

c ''if 




©H 9 
© ^ 



© 
NH. 



~NH 9 
ETHIDIUM 1 
BROMIDE 




©H 9 

hi z © NH, 

© N ph H 0 




(1,3-PROPANEDIAMINO)- 
PROPIDIUM 

M° 

a ®'° A® 




H 



(DIETHYLENETRIAMINO)- 
PROPIDIUM 

M o M° 
©J- - — 'NH 




M° 

THIAZOLE 
ORANGE 



. S 

(N-N'-TETRAMETHYL- 
1 ,2-ETHANEDlAMINO)- 
PROPYL THIAZOLE ORANGE 




(N-N'-TETRAMETHYL- 
1,3-PROPANEDlAMINO)- 
PROPYL THIAZOLE ORANGE 



M° M° 

© I J.© 
N 

YD © L ! 

S 4CI 



P^i© 



M° M° 
©'^ili© 

®N i«Mj- N 






TOTAB M° 



©H 9 ©H 9 
N N 

f" - — 

© N D kH 9 N _ N ©Ph 




TOTO 

©R 9 ©R 9 
N N 

©N N© 

s "^L 4CI L 1 





EthD 



T0ED1 (R=H) f . 
T0EO2 (R=CH ) M 



S 



FIG. 66 



s 

hnA 



©H 2 
N 

H ^1H 2 Ph-^ N ^ 
CO? 

0 OH FED 





